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論 文 内 容 の 要 旨 
【研究目的】 
 マンノース６リン酸受容体（MPR）は、新たに合成されたリソソーム酵素をトランスゴルジネットワーク（TGN）
からエンドソームへ運ぶ選別輸送受容体である。TGN において、MPR はアダプター分子を介してクラスリンと結合
し、クラスリン被覆小窩に集積する。そしてこれが小胞となり、エンドソームへ運ばれる。最近、このクラスリンア
ダプター分子として AP-1 複合体（adaptor protein complex-1）に加え、単量体クラスリンアダプターとして働く
GGAs（Golgi-localized, gamma-adaptin-ear-containing, ARF-binding proteins）が重要であることが分かってきた。
哺乳類では３種類の GGA（GGA1、2、3）が存在するが、個々の機能に関しては未だ不明な点が多い。本研究では、
主に RNAi 法を用いて GGA2 の低発現細胞株を樹立し、同細胞の解析を通して MPR 選別輸送における GGA2 の機
能を探った。 
【方法・結果】 
 GGA2 の発現を抑制するための標的配列を pSUPER RNAi system（OligoEngine 社）の解説書に従って設計し、
合成した DNA オリゴヌクレオチドを pSUPER neo ベクターに挿入した。このプラスミドを HeLa 細胞に遺伝子導入
し、G-418 を添加した培地で細胞を選択した後、GGA2 siRNA を安定的に発現する細胞を２クローン（G2D-1 およ
び G2D-2）単離した。 
 ウエスタンブロット法により GGA1、2、3 のタンパク質発現レベルを解析したところ、G2D-1、G2D-2 では GGA2
の発現量が対照とする野生型 HeLa 細胞の約５％まで低下していた。特に G2D-1 では、GGA1 および GGA3 がとも
に対照とする細胞の約 1.5 倍に上がっており、GGA2 のみが特異的に発現抑制された細胞株であることが分かった。 
 G2D-1 細胞における GGA1 および GGA3 の細胞内局在を調べるため、野生型 HeLa 細胞と G2D-1 細胞を混合培
養し、固定後、二重蛍光免疫染色法を行った。その結果、G2D-1 細胞では、GGA1 および GGA3 は TGN に局在し、
野生型 HeLa 細胞との明らかな違いは認められなかった。RNAi 法による、一過性の GGA2 発現低下実験によっても
同様の結果が得られた。 
 次に、ドミナントネガティブ効果が報告されている GGA の VHS-GAT ドメインを過剰発現する実験を行った。HA
エピトープを GGA1、2、3 それぞれの VHS-GAT ドメインに付加した DNA を構築し、これらを HeLa 細胞に遺伝子
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導入した。20 時間後に固定し、二重蛍光免疫染色法を行ったところ、GGA2-VHS-GAT を過剰発現させても内在性
GGA1 および GGA3 の局在変化は認められなかった。また、GGA1-VHS-GAT および GGA3-VHS-GAT を過剰発現
させても、内在性 GGA2 の TGN シグナルに明らかな変化は認められなかった。 
 さらに、GGA2 発現抑制細胞株における２つの MPR（CI-MPR および CD-MPR）の局在を調べる目的で、G2D-1
細胞と野生型 HeLa 細胞を混合培養し、固定後、二重蛍光免疫染色法を行った。その結果、G2D-1 細胞において両
MPR は主に TGN に局在し、その細胞内分布パターンは野生型 HeLa 細胞のものと大きな違いは認められなかった。
同様の結果は、RNAi 法による一過性の GGA2 発現低下実験によっても得られた。 
 最後に、GGA2 発現抑制細胞株におけるリソソーム酵素の選別輸送効率を調べるために、［35S］メチオニンを用い
たパルス－チェイス実験を行い、培養液中に分泌されるカテプシン D の割合を定量した。その結果、GGA2 発現抑制
細胞株では野生型 HeLa 細胞と比べ、培養液中に分泌されるカテプシン D が約２倍（p＜0.05、n＝5）に増加してい
た。 
【考察・結論】 
１. GGA1/GGA3 の TGN への局在は、GGA2 の特異的発現低下、あるいは GGA2-VHS-GAT ドメインの過剰発現に
より大きな変化をきたさなかった。このことから GGA1/GGA3 の TGN 膜への結合は GGA2 の存在に依存しないこ 
とが示唆された。 
２. GGA2 発現抑制細胞株において、MPR の細胞内分布パターンに大きな変化が見られなかったが、カテプシン D
前駆体の細胞外への分泌量が有意に上昇していた。このことは、リソソーム酵素の選別輸送不全が必ずしも MPR の
分布変化に反映されるとは限らないことを示唆する。また、同時にリソソーム酵素の効率的選別輸送には GGA2 が重
要であることを示唆している。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本研究は、RNAi 法を用いて単量体クラスリンアダプタータンパク質である GGA2 の発現抑制細胞株を樹立し、同
細胞の解析を通してマンノース６リン酸受容体選別輸送における GGA2 の機能を探索したものである。 
 その結果、同細胞では、マンノース６リン酸受容体の局在変化は認められないものの、カテプシン D 前駆体の細胞
外への分泌量が上昇しており、リソソーム酵素の効率的選別輸送における GGA2 の重要性が示された。 
 以上の研究成果は、GGA2 の新たな機能を示唆するものであり、本研究は博士（歯学）の学位授与に値するものと
認める。 
